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ESTUDOS COMPLEMENTARES SOBRE A• FISIOLOGIA DE 
Azotobcter paspali E SUA DEPENDÊNCIA DA PLANTA 
(Paspalum notatum) 1 
WALTER COUTINI1O MACHADO e JOIIANNA DÕBEREINER 
Sinopse 
Foram feitos vários experimentas para elucidar melhor a especificidade cio efeito de Paspaluns 
not atum sôbre o desenvolvimento de Azotobacter paspali. 
Em condições de campo, estudou-se a ocorrência de A. paspail na rizosfera e no rizoplan de 
Cynodon dactylon e Hyparrhenia rufa consorcíad as do Paspalum notatum, observando-se diminui-
ção destas bactérias no rizoplan daquelas gramíneas, o que confirma o efeito espectfico de P. 
notatuns, 
Num experimento de vasos estudou-se o efeito do solo, de calctrio e da planta (P. notatum) 
no desenvolvimento de A. paspali. O solo colhido sob vegetação de Paspalunm notatum foi mais 
favorável ao desenvolvimento da bactéria que a areia, apesar de ter pH mais baixo. A calagem 
dêste solo favoreceu ainda mais o desenvolvimento da bactéria, esabora o p11 não tenha demons-
trado papel tão importante como o encontrado nos ensaios em meio de cultura. Nos vasos com 
planta a bactéria se desenvolveu melhor que nos sem planta, e, no rizopIan, melhor que na rizos-
fera, tendo sido estas diferenças mais pronuncia das nos tratamentos com areia que nos com saIo. 
Ensaios de laboratório em meio de cultura líquido visaram estudar o efeito do pH e do exsu-
dato radicular de P. notatum no desenvolvimento de A. paspali. Observou-se bom desenvolvimento 
apenas na faixa do pli 6,7 a 7,0. O efeito favorável, do exsudato de raízes aumentou com sua 
concentração até 200% da solução original. As substâncias ativas do exsudato foram resistentes à 
esterilização a 120°C por 80 minutos o que exclui a possibilidade de serem de natureza enzimática. 
INTRODUÇÃO 
Diversos são os fatôres que influem na possibili-
dade da ocorrência de bactérias fixadoras de nitro-
gênio na rizosfera e no rizoplan das plantas. Entre 
êstes pode-se citar pI-t, tipo de soio, aeração, pre-
sença ou ausência de determinados minerais, etc. Se-
gundo Rovira (1062, 1965), a natureza das substân-
cias secretadas pelas raízes é a responsável pela com-
posição da microflora de sua rizosfera. 
Vários autores trabalhando com diversos vegetais 
das regiões de clima temperado encontraram efeitos 
ora favoráveis, ora desfavoráveis das secreções radi-
culares na ocorrência das diversas espécies de Azoto-
hacter, e ôstes efeitos variaram também em função 
da fase de crescimento do vegetal, devido, talvez, a 
variações na natureza das substâncias secretadas (Ma-
cura 1066, Pantos 1956). 
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• Em regiões de clima tropical, estudos sôbre a ocor-
rência de . bactérias fixadoras de N na rizosfera de 
várias plantas apresentaram aspectos ainda mais in-
teressantes. A. cana-de-açúcar, o arroz e certas gra-
míneas forrageiras mostraram efeitos estimulantes no 
desenvolvimento de Beijerinckia (Dõbereiner . 1959, 
Dõbereiner & lluschel 1962, Ruschel & Brita 1966). 
Em 1966 Dtibereiner descreveu uma nova espécie 
fixadora de nitrogênio ocorrendo espec'ificamente na 
rizosfera e rizoplan de duas gramíneas do gênero Pas-
palum (P. notatum e, P. plicatum) e denominou-a 
Azotobacter.. pa.spali. 
Com a finalidade de melhor compreendermos a es-
pecificidade da influência destas gramíneas no de-
senvolvimento do A. paspali, foram feitos os estudos 
apresentados no presente trabalho. 
MATERIAL E MÉTODOS. 
O trabalha pode ser dividido em três partes: 
Estudo da ocorrência 
-. Determinamos a presença de A. paspa1i em 14 
amostras de gramíneas de gêneros outros que não o 
l'esq. agropec. bras. 4:53-58. 1969 
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Paspalum e que ocorrem associadas com êste nos 
solos da região. As amostras foram colhidas com um 
bloco de solo, o qual, após desprendimento por agi-
tação, constituía a amostra da rizosfera. As amostras 
de solo do rizoplan foram obtidas retirando-se com a 
mão esterilizada em álcool e sêca, a camada de solo 
aderente às raízes após rigorosa limpeza para elimi-
nar os agregados maiores. 
O solo foi peneirado em• peneira de 1 mm e 100 
mg distribuídos em placas de sílica-gel impregnadas 
com solução de Winogradsky (pH 8,5) com citrato 
de cálcio como fonte de carbono (Ddbereiner 1966). 
Foram usadas 2 placas por amostra. 
O pil  foi determinado com potenciêmetro Beck-
man na suspensão de solo/água 1:1. 
Experimentas de vasos 
Montamos um experimento em blocos ao acaso com 
4 repetições e com os tratamentos de plantio de mu_ 
das est&lizadas e sem esterilizar, inoculadas e cem 
inoculação, em tôdas as combinações possíveis e com 
as respectivas testemunhas, feitos em solo, solo com 
calcário e areia. 
O solo usado foi o da série Ecologia, colhido nu-
ma área cuja vegetação dominante é Paspalum nota-
tum, e a areia lavada foi proveniente do Rio Guan-
du. A quantidade de solo ou de areia usada nos 
diversos potes foi de 2,2 kg. Nos tratamentos com 
calcário, adicionamos a quantidade de 0,836 g de 
carbonato de cálcio por pote, quantidade esta que por 
análise anterior seria suficiente para se obter o pH 
Usamos como adubação as seguintes dosagens por 
kg de soTo ou areia: KHPO - 0,175 g; NHNO2 - 
0,010 g. Elements menores - 1 ml da seguinte • so-
lução: 
MgSO4.71L0 
	
37,SOOg 
CuSO4.5H20 
	 3,950 g 
ZnSO . 7H20 
	 2,227 g 
HBOs 	 0,250 g 
Na,Mo0 . 2HO 
	 0.125 g 
FeSO4.7Hí) 	 5,0009 
Ácido cítrico 	 5,000 g 
ILO 
	 250,000 ml 
As mudas de Paspalum notatum, após conveniente-
mente limpas, sofreram, para esterilização, os seguin-
tes tratamentos: imersão em álcool etílico comercial 
durante 3 minutos, imersão em sublimado corrosivo 
(lIgCl) a 1:500 durante 6 minutos e, finalmente, 
lavagem abundante em água corrente. 
Para os tratamentos com inoculção usamos a 
quantidade de 5 ml de cultura líquida por pote de 
uma mistura de 4. estirpes de A. paspaU.. 
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Instalado o experimento, êste ficou cêrca de 6 me-
ses em casa de vegetação. Durante êste período fize-
mos 2 contagens do nómero de A. paspali no solo, 
solo da rizosfera e rizoplan como descrito no estudo 
de ocorrência. Tiramos a seguir o experimento da 
casa de vegetação e uma última contagem foi feita 
15 dias após estarem os vasos expostos a condições 
naturais. 
Ensaios de laboratório 
Foram feitos os seguintes ensaios de laboratório 
para estudar o efeito do pH e das exereçães radicu-
lares de P. notaturn no desenvolvimento de A. par-
paU: 
a) estudo comparativo entre o meio de cultura fei-
to com exsudato radicular de P. notatum e o feito 
com água em diversos níveis de pH; 
b) estudo do efeito de diversas concentrações de 
exsudato radicular em dois níveis de pH. 
O exsudato jadicular de P. notatuin foi obtido do 
seguinte modo: colhidas e lavadas as mudas, mergu-
lhamos a sua parte radicular em água destilada e as 
deixamos expostas . a condições naturais por vários 
dias, filtramos, diluímos ou concentramos em estufa 
a 70°C. Fizemos o meio de cultura seguinte: 
MgSO.71120 	 .................. 0,125 g 
Fe2(50) 5 	 ..................... 0,02g 
NaMoO 	 ............... . ...... . 0,005 g 
CaCl2 	 ........................ 0.200  g 
MnSO.1L0 	 ................... 0,025g 
Sscarose 	 ......................... 5.000 g. 
Água 	 ou 	 ex-sudato 	 ............... 1 000,000 ml 
Os diferentes tavipões para éste meio foram obtidos 
através de relações crescentes entre K1LPOdNa2HPO 
de modo a se obter a concentração final de 0,067 
molar. Fizemos as seguintes concentrações: 
Meio de cu1tuz 	 KH204 0,87 M . Na2111'0 0,67 M : pH 
90 ml 	 9.9 ml 0,1 ml 4,7 
9,8 ml 0,2 ml 5,2 
9,5 ml 0,5 mI 5,5 
9,0 ml 1,0 ml' 3,9 
8,0 ml 2,0 cal 6,1 
7.5 ml 2,5 sal 6,3 
7.0 ml 3,0 ml 6,5 
6.0 mi 4,0 ml 6,1 
5,0 ml 5,0 ml 6,9 
4,0 ml 6,0 ml 7,0 
3,0 ml. 7,0 ml 7,1 
2,5 ml 7,5 ml 7,2 
1,0 ml 9,0 ismi 7,4 
0.5 ml 9,5 ml 7,6 
O pli final variou, no máximo, 0,3 unidades do 
inicial mostrando eficiência satisfatória dos tampões. 
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O desenvolvimento da bactéria foi avaliado pela 
densidade ótica medida num colorímetro Klett Sum-
merson corri filtro n. 0 54 (320 — 560), ajustando-se 
o aparelho com o meio de cultura estéril de cada 
tratamento. O pigmento foi avaliado pela diferença 
entre as medidas com filtro ri. ° 54 e as com filtro 
n. 42 (400— 450). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Em trabalhos anteriores, Dibereiner (1966) verifi-
cou que Azotobacter parpali só ocorre em solos sob 
vegetação de Pazpalum notatum e E. plicatu7n sendo 
também esta ocorrência mais abundante nos solos 
do rizoplan que nos da rizosfera. Neste mesmo tra-
balho, Dibereiner assinala ainda que não se verifica 
a ocorrência de A. paspati nos solos da rizosfera de 
Cynodon dactylon e II,parrhenla rufa (dados não 
publicados) quando as amostras destas gramineas fo-
ram colhidas em locais onde não se achavam asso-
ciadas ao P. notatum. Os dados apresentados no Qua-
uji-o 1, ielativos à ocorrência de A. paa-pa1i na 
fera e rizoplan de C. dactylon e II. rufa com amos-
tras colhidas em locais em que se achavam associa-
das ao P. notatum mostram mais uma vez a in-
fluência especifica do Paspalum no desenvolvimento 
de A. paspafl uma vez que n(imero maior de micro-
colônias foi encontrado na rizosfera. Sabemos perfei-
tamente que na associação destas gramíneas, no rim-
plan do C. dactylon e H. rufa, foi menor o efeito do 
Paspalum notatunr que no soTo da rizosfera, razão do 
maior niimero de microcolônias de A. paspaU encon-
trado rio (dtimo. 
QUADRO 1 Efeito de gramineas autua que não 
Pasp1um' na ocorréncia de Azotobacter paspali 
e no pII (médiaa de 14 amoatrae) 
N. de microcolóniae/g de solo 
	 p11 
Rizorfera 	 2 080 	 5,38 
Rizoplan 	 070 	 5,3 
Vaiarei de F 	 10,17" 	 U . S. 
Ctinodon 4act,Ion e Hyparrhenie rafa, colhido, em campos noe 
quaie a vegetao dominaote 6 Paipalum neialu'n. 
• Em relação ao p11, notamos que entre o medido 
na rizosfera e o medido no rizoplan do C. dactylon e 
H. rufa não há diferença estatística, embora o do 
rizoplan seja um pouco mais baixo. Nos Quadro 2 e 
5 podemos verificar justamente o oposto: nos vasos 
com P. notatum, isto é, um aumento do pil do solo 
nos vasos plantados corri esta gramínea. 
No experimento de vasos, tentou-se elucidar difi-
culdades encontradas em experimentos anteriores no  
sentido da sobrtvivência de A. paspalí em casa-de-ve-
getação, principalmente em areia (Feixoto & Dche-
reiner 1966). 
• Nos Quadros 2, 3 e 4 notamos diferenças altarnen-
te significativas entre solo e areia nas contagens de 
microcolônias da rizosfera, confirmando, pois, as difi-
culdades encontradas pelo A. paspafl na sobrevivên-
cia em areia. É pouco provável que a causa seja uma 
deficiência mineral, uma vez que usamos em todos 
os tratamentos doses uniformes de P, K, elementos 
menores e uma dose reduzida de nitrogênio. Do mes-
mo modo, é pouco provável também que o pH seja 
responsável, pois. êste, medido nos vasos com areia, 
foi o mais apropriado para o desenvolvimento de A. 
paspali, como será visto adiante nos ensaios com meio 
de cultura. 
Azotobacter paspali se desenvolveu melhor nos • va-
sos com solo e calcário, mesmo nos tratamentos sem 
plantio, durante todo o experimento (6 meses). Possi-
velmente, êsto melhor desenvolvimento se deu devido 
a substâncias existentes neste solo que foi colhido sob 
vegetação de P. notatum e, também, a um pH apro-
priado. Já no saIo sem calagem e sem planta, onde 
o pH variou entre 5.1 e 5,4 o nómero de microcolô-
nias de A. paspall foi diminuindo sensivelmente com 
o tempo, como pode ser visto na Fig. 1. 
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FIG. 1. Sobcevivncia dø Azotobacter paspoli em vasos com 
oa diversos tratamentos.. 
• As diferenças no nómero de microcolônias de A. 
paspali entre a rizosfera dos tratamentos com solo e 
a dos tratamentos com areia foram grandes como já 
assinalamos entretanto estas diferenças foram me-
nores no rizoplan dos referidos tratamentos, demons-
trando que a planta pode compensar efeitos prejudi-
ciais da areia, Na Fig. 1 podemos observar efeitos 
mais pronunciados da planta no desenvolvimento de 
A. paspali nos tratamentos feitos em areia, tendo sido 
responsável por éstes efeitos, principalmente, os tra-
tamentos com inoculação e os com plantio de mu-
das (Quadro 2). 
O efeito da inoculação se notou principalmente na 
segunda época, pois duas das. quatro repetições na 
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QUADRO 2. E/eito dos tratamentos e do p11 do soto na sobrevivOncí4 .  de Azotobacter. paspail' 
1. contagem 2. 	 contagem 3. 	 contagem 
Modas de Inocu-  
Tratamento P. notatuns laç5o' 	 pH- R:zo- Riso- pH [.izoa 	 lImo- pH 	 Risca- Riso- 
final fera ptan final fera 	 pino final fera pino 
Solo 	 Sem mudas + 	 5,1 15,2 - 5,0 6,5 5,3 3,0 
Esterilizados + 	 5,1 20,7 23,1 5,6 9,7 	 18,0 5,5 27,2 34,9 
Sem 	 cstcriliza5o + 	 5,4 23,5 18,4 5,5 16,8 	 15,4 5,8 48,3 46,3 
Sem mudas - 	 5,1 20,3 - 5,0 0,2 	 - 5,4 4,1 - 
Esterilizados - 	 8,0 19,8 26,3 5,2 70 	 12,3 5,5 39,2 40,2 
Sem 	 esterilizaçifo - 	 5,2 28,0 29,5 5,3 9,8 	 16,7 5,5 35,9 33,0 
SoiocomCaCO3 Sem mudas + 	 5,5 24,4 - 5,7 18,9 	 "- 8,9 21,5 
Esterilizados + 	 5,8 23,2 25,8 5,8 17,6 	 19,4 5,9 47,3 34,8 
Sem 	 esterilisaçfto + 	 5.8 21,9 28,1 5,8 12,5 	 27,6 5,9 41,6 49,2 
Sem mudas - 	 5,8 16,3 - 5,7 15,5 	 - 5,8 20.1 - 
Esterilizados 5,8 26,9 15,3 53 13,5 	 14,8 5,8 37,4 49,7 
Sem 	 esterilizaçAo - 	 8,8 24,4 29,1 5,8 15,9 	 14,9 5.9 23$ 37,2 
Areia 	 Sem mudas + 	 6,2 12,2 - 6,3 10,5 	 - 6,7 5,4 - 
Esterilizados + 	 8,3 14,3 11,3 0.5 8,5 	 20,1 6,8 21,8 25,0 
Sem esterilizaç5o + 	 5,3 7,3 20,5 0,4 11,1 	 24,2 6,7 18,7 25,7 
Sem mudes .- 	 6,1 2,7 - 0.5 1,0 	 - 6,5 2,3 - 
Esterilizados - 	 6,3 . 	 1,0 13,3 6,5 1,0 	 1,5 8,0 7,2 9,4 
Sem 	 esteritizaçlo - 	 6,4 1,0 21.8 6,4 6,1 	 13,2 6,7 25,4 27,4 
Resultados m4dios de 4 repetiç5es em microcolôoisa/g de solo trnnsfrmados cio . ' 	 o - + 1. 
QUADRO 3. 	 AndUse conjunta do ndnier' de snieeocoldnlas de A. paspali na rizosfera e no rizopar. (totais dos tratamentos correspondentes) 
Tratamentos em 	 Rizoefera Rizoplan Inoculada 
Sem 
Inoculat5o 
Muda 
Esterilizadas 
Mudas sem 
EstoriliznçAo 
Total 
Solo 	 .. 	 11.442 12.596 12.125 11.913. 11.190 12.848 . 24.038 
Solo e Co. CO8 . 	 12.165 13.839 13.805 12.199 12.873 13.129 20.004 
Areia 	 4.940 8.548 8.354 5.134 5.384 8.104 13.488 
Totais 	 28.547 34,983 34.284 . 29.240 29.449 34.081 63.530 
QUADRO 4 AndiLse de . uaridnçia doi dados relativos às contagens da Azotobacter paspali apresentados 
nos Quadros 2 e 8 (valores de F) 
Fonte de varia5o 
	
1.5 contagem 	 2.• contagem 	 3.. contagem. 
. 	 . 	 . 	 _________________________ . 	 .. . 	 . 	
. 	 Conjunta - 
Rizosfcra 	 . 	 Rizoplan 	 Rizosfera 	 flhzopian 	 Itizosfera 	 Rizoplan 
Solos 22,70" 	 2,77 	 12,28" 	 - 	 9,47". 	 9,29". 	 31,85" 
Plantio - 	 2,80 	 1,50 	 1,00 	 18,59" 	 - 	 5,03 
Inoculaç3o - 	 - 	 6,15" 	 7,30" 	 1,44 	 - 	 5,95. 
Solo X plantio 2,90°  
Épocas - . 	 -. 	 .- 	 -- 	 -. 	 63,22" 
Rizosfera X Rizoplan -. 	 - 	 - 	 '- 	 - 	 9,71 
Época X Solo - 	 - 	 - 	 - 	 -- 	 - 	 4,19" 
A an1iee conjunta jpclui'i as 3 4pocas dos dados de i-izoplan e zizoefera, eliminando-se os tratamentos sem plazit'io. 
QUADRO 5. An4Use de oariânciados.dados relativos ao p11 apresentados no Quadro 2 (Vaiares de F) 
Fontes de varisç5o 1° contagem : 	 2,a  contagem 	
3,& 	 contageisi 
Solos 281 	 229.880*0  
plantio 5,19" 	 6,50" 	 3,35!* 
'lnoculaç5o - 	 __, 	 - 
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primeira contagem foram feitas antes da inoculação. 
Já na última contagem, o efeito não foi notado. 
Uma das explicações do efeito favorável do Paspa-
um notatum sôbre o desenvolvimento de A. paspa7l 
seria que êsse efeito poderia ser atribuído a uma 
tampontzaçâo do p1!. Em trabalhos anteriores (Dó-
bereiner 1966), foi assinalada a presença de A. pas-
pali em solos com pH 4,9. No entanto, em meio de 
cultura a bactéria só se desenvolveu em pH superior 
a 6,4 (Fig. 3). Os resultados apresentados nos Qua-
dros 2 e 5 mostram um aumento significativo do pil 
nos vasos com planta, nas 3 épocas, principalmente 
nos vasos de solo sem calcário. Como os dados do 
presente experimento não permitem que se faça uma 
diferenciação entre aumento de pil e fornecimento 
do elemento cálcio, êste último poderia ser o respon-
sável pelo maior desenvolvimento de A. pos pau. Nes-
te 
1 èaso, as excreç6es das ralzes de P. notatum, que 
influiram grandemente no crescimento de Azotobaeter 
paspali cm meio de cultura, forneceriam cálcio (Fig. 
2 e 3). 
Para estudar detalhadamente o efeito do p11 e das 
excreções radiculares de P. notatum fizemos iniclal 
mente um experimento em condições de laboratório 
que abrangesse uma faixa maior de pH.  Seu resul-
tado pode ser visto na Fig. 2, onde se verifica desen-
volvirnento de A. paspali apenas nos frascos com p11 
6,8e 6,9. Na repetição do mesmo experimento numa 
menor faixa de p11 se pode verificar (Fig. 3) bom 
desenvolvimento de pli 6,7 a 7,0. Esta faim extre-
mamente estreita de tolerância ao pil do meio está 
em desacôrdo com trabalhos anteriores onde se tinha 
observado uma certa tolerância até o p11 5,8 e 8,4, 
tendo-se, no entanto, também neste trabalho, o maior 
desenvolvimento em p11 6,6 a 0,8 (Diibereiner 
1966). A tolerância a uma maior faixa de p1! na- 
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FIG. 2. Efeito do pli  e do exsudato radi- 
ctdar de PspaIum notatem no desenvol- 
vimento dc Azotobacter paspali. Frascos 
de Erienmeyer de 12$ cosi cocos 30 ml de 
meio, Inoculados cose alça de platina e 
incubados durante $ dias co' temperatura 
ambiente soa agitador mecénico (142 epo'). 
Meio de cultura tam penado com diferen- 
tes cela ç8es da K1I,j'Oi/Na,JJPO4 0.067 M. 
Densidade ótica medida nuns colorimetro 
Klett-Summerson com filtro co.' 54 
(520-540) 
2 	
. .,. 
8 
pH t,.oi do ' mio di 
FIG. 3. Efeito do pH e do exeudato radiculer de 
P. notatuin no desenvolvimento de A. pnspali. 
Densidade dtica medida num çolorjmetro Klett- 
Sumsnersou com /iZtrs is.' 54 (520-540) e 42 
(400-450). A pigmentaçilo foi obtida pela dife- 
rença entre es leituras feitas vens os dois filtros. 
Frascosd'e Erlenmeyer de 125 ml csnn 30 ml de 
meio, tansposados com relações crescentes de 
KR2PO4/Na,IfPO4 0,067 M, inoculados com alça 
de platina e incubados durante 7 dias em tempe- 
ratura ambiente no agitador ,necdnico (142 rpm). 
Dedos médios de 2 estirpes. 
quele trabalho possivelmente se deve à maior quan- 
tidade de inóculo, pois lá foi usado 1 ml de A. pas-
pai1 para inoculação, enquanto no presente trabalho 
usamos apenas uma alça de platina. 
Observaç6es interessantes resultaram da medida da 
densidade ótica 'com 2 filtros diferentes (colorímetro 
Klett-Summerson com filtros número 54 (520-540) 
e 42 (400-450). Admitindo-se que o filtro verde ab-
sorve um mínimo 6 pigmentação amarela caracte-
rística daquelas culturas e o roxo o máximo, podemos 
concluir que a diferença entre as medidas com os 
dois filtros nos dá uma avaliação da intensidade da 
formação do pigmento. Na Fig. 3, pode-se observar 
que a formação do pigmento amarelo acompanha o 
desenvolvimento de A. paspaU; a adição da exsuda- 
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FIO. 4. Efeito dc diversas concentra ções de croa- 
dato radicuiar de P. notatum no desenvolvimento 
de A. paspali com p11 6,6. Frascos de Erlerssneijee 
de 125 ml com 30 ml de meio, tamponados com 
relações crescentes de KH2PO4/Na5HPO4 0,067 11, 
inoculados cem alça de platina e incubados du- 
rante 5 dias em temperatura ambiente tio agitador 
mecénico (142 rpm). Densidade ótica medida 
num colorisnitro Kleft-Summerson com filtros os.' 
54 = (520-540) e 42 (400-450). A lntcnsidd 
de pigmensaçõo foi obtida pelas diferenças entre 
a$ leituras feitas com os 2 filtros. 
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FIG. 5. Efeito de diuersar corwentrações de exrudato radiculae 
de Paspalsim notatum no deaenvolvirnento de A. paspali em 
pit 6,8 (detalhar do método empregado na Fig. 4). 
to, no entanto, apesar de aumentar o desenvolvimen-
to, reduziu a formação do pigmento. 
O efeito do exsudato das raízes foi estudado mais 
detalhadamente nos ensaios apresentados pela Fig. 
4 e 5. Tanto com pH  6,0 como com p11 6,8 melhor 
desenvolvimento se observou quando o meio de cul-
tura foi preparado com exaudato concentrado duas 
vôzes. Com o pH mais elevado, até com uma, con-
centração de quatro s'êzes, o exsudato permitiu - de-
senvolvimento razoável, o mesmo não acontecendo 
com pH 6,6, quando nesta concentração o desenvol-
vimento foi nulo. Com baixas concentrações de exsu-
dato e principalmente nos frascos semo mesmo, 
observou-se o contrário: com pH 6,6 houve desen-
volvimento enquanto que com 6,8 não houve. Como 
já foi observado anteriormente, o aumento da con-
centração de exsudato diminuiu a formação de pig-
mento. 
O efeito favorável do exsudato, no desenvolvimen-
to de A. paspaU, pode ser a confirmação do encon- 
trado no experimento de vasos, isto é, os vasos sem 
plantio de Paspalum notatuns tiveram nos tratamen-
tos de solo, solo com calcário 3 e areia, menor número 
de microcolônias de A. paspaU que os com plantio. 
Provàvehnente, a concentração de 200% de exsudato 
é próxima da encontrada em condições normais no 
soio próximo às raízes. 
Nada podemos concluir sôbre a natureza da subs-
tância ativa no exsudato, uma vez que nenhuma aná-
liso foi feita; sabemos, no entanto, que ela resiste ao 
calor da esterilização (30 minutos em 120 1C), o que 
exclui a possibilidado de serem enzimas ou vitaminas 
sensíveis ao calor. 
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FUETIIER STUDIES ON THE PHYSIOLOGY OF Azotobacter paspali AND ITS 
DEPENDENCE ON THE PLANT (Paspalusr notatum) 
Abstract 
A number of ezperiments were carried out to explain the specffic stimulating effect of Paspaum notatum 
cm Azotobacter paxpali growth. 
Natural occurrence of A. paspofl was studied in the rhizosphere of Cynodon dact&Ion and Hyparrhenia 
rufa growing ia consorciation with Paspalum rsotatum. A decrease of these bacteria was observed in the 
rootsurface soil of those grasses when compared with rhizosphere sou, confirming the speeifio effect on these 
bacteria of P. notatum. . . - 
In a greenhouse experiment, survival of A. paspafl was studied in pots wjth soil collected under Fax palum 
swards with and without Jiming and in pots with sand. Soil collected under Faspalum was less inurious 
than sand although the pH of the soil was lower. Liming the soil stull improved conditions for A. paspaI 
growth. When Paspalum n-otatum was planted in the pots, bacteria survival was satisfactory, sterilized plants 
poorer than natural ones and inoculated seedlings better than uninoculated ones. Rhizoplan samples con-
tained higher numbers of the organisms than rbizosphere sou. Ali these differences became more pronounced 
in sand.. 
lo - laboratory experiments the effect ef root ezudate ef E. notatum and pl-I  leveIs were studied in Ifquid 
culture medium. Good growt}i of. A. paspali was observed to be dependent on maintaining a quite narrow 
pH range (6.7 to 7.0). Increasing amounts of root ex udate stimulated growth of this organism up to 200% 
of the original solution. The active substances were resistant to autoclaving at 120°C for 30 minutes there-
by exclu!ing the possibility that they are natural enzymes. Production of a yellow pigment was reduced 
by the root exudate. 
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